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RESUMO
o venenodeBothropsjararacussuécaracteristicamentemiotóxico,e emlongosperíodos
apóso envenenamento,observa-senomembropicadoperdadamassae déficitmuscular
permanente.Enquantoa patogênesedalesãoagudaestábemestabelecidapoucosesabe
sobreasrazõesdapermanentep rdademassamuscular.No presentetrabalhoavaliamoso
quantoaslesõesnervosase a diminuiçãodonúmerodasfibrasmuscularesmperíodo
crônicocontribuemparaisto. O nervociáticoe músculosóleodireitodecamundongos
adultos-jovensforaminjetadoscom80pmdovenenobrutodeB.jararacussu,paraanálise
daregeneraçãoaxonale reinervaçãomuscular;eumgrupodeanimaiscontrole,ondefoi
injetadasoluçãofisiológicaestérila0,90.10.Emumoutrogrupodeanimais,paraanáliseda
regeneraçãomuscular,o músculosóleofoi injetadocomo venenobrutonamesma
dosagem,e injetando-sedamesmaforma,a soluçãofisiológicaparao grupocontrole.Os
ftagmentosinjetadosforamretiradosapósumaeduassemanas,parao nervociático;dois
mesesparao nervociáticoe o músculosóleo.Os feixesaxonais,feixesnervosos
intramusculares,célulasdeSchwanne junçõesneuromuscularesforamanalisadospor
microscopiaeletrônicadetransmissão.A regeneraçãomuscularfoi avaliadapelacontagem
donúmerodefibrasmusculares,mcortestransversaispelacoloraçãoHE nomúsculo
sóleotrêsmesesapósa inoculaçãodo veneno.No grupotratadocomo veneno,a
regeneraçãoaxonalfoi bemsucedida,assimcomo,a regeneraçãodasjunções
neuromusculares.Entretanto,o númerode fibras muscularesregeneradasera
significativamentemenor(617:f:48 parao grupotratadoe 1235:f:97 parao grupo
controle).Destaforma,a perdadamassamuscularpodeestarrelacionadamaispelanão
regeneraçãodasfibrasmusculares,quepelaslesõesnervosasapóso envenenamentoporB.
jararacussu.
xABsTRAcr
Bothropsjararacussusnakevenomproducesnecrosisof musclesfibersandthe
pathogenesisof themyonecrosiswellestablished.At thepresent,weevaluatedwhether
nervelesionsor impairedmuscleregenerationwouldcontributeto thepermanentlossof
muscularmass,a hallmarkof longtennenvenomation.Thesciaticnerveandrightsoleus
muscleofadultmicewasinjectedwithB.jararacussucrudevenomandthe muscleand
nerveoí otheranimalgroupwereusedasa control,receivingsalineinjection.Afierone
weekto2months,musclesandnerveweredissectedoutandintramuscularnervebundles,
Schwanncellsandneuromuscu1arjunctionswereexaminedby transmissionelectron
microscopy.Muscleregenerationwasevaluatedby countingthenumberof central
nucleatedfibersin HE crosssectionsof soleusafier3months.In thevenom-treatedgroup,
nervefibers,Schwanncellsandneuromuscu1arjunctionshadregenerated.Thenumberof
regeneratedmusclefibersdramatical1ydecreased(617::I::48 for thevenom-treatedgroup
and1235::I::97orthecontrolgroup).It is suggestedthatthelossofmuscularmassis most
likelyrelatedto a decreasein muscleabilityto regenerated,ratherthanto nervelesions,
afierB.jararacussuenvenomation.
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Introdução            
 
No Brasil os acidentes ofídicos são tidos como problema de saúde pública; após o 
Ministério da Saúde ter tornado obrigatório a notificação dos acidentes ofídicos , de junho 
de 1986 a dezembro de 1989 foram registrados  70.799 casos (Brasil, 1989). As serpentes 
do gênero Bothrops são responsáveis por 80-90% dos acidentes, e isto deve-se a grande 
variabilidade do seu habitat que inclui campos, florestas e até áreas mais povoadas, bem 
como, a natureza agressiva dessas serpentes (Rosenfeld, 1971; Cardoso, 1984, Barraviera & 
Pereira, 1994). 
O envenenamento por serpentes do gênero Bothrops causa importantes alterações 
locais como edema, hemorragia e necrose podendo, em determinados casos, levar à perda 
da função e até amputação no membro atingido (Rosenfeld, 1971; Nishioka & Silveira, 
1992; Barraviera & Pereira, 1994). 
A Bothrops jararacussu, espécie conhecida popularmente como jararacuçu, é 
encontrada em regiões baixas e alagadiços, margens de rios e lagoas, pode alcançar dois 
metros e meio de comprimento. É capaz de secretar até 4 ml de veneno, o que corresponde 
a 1 g de veneno seco. Apresenta portanto, capacidade de inocular grande quantidade de 
veneno, o que resulta em extensa lesão (Barraviera & Pereira, 1994). 
Diferentemente da maioria dos venenos botrópicos, os quais são vasculotóxicos, o 
veneno de Bothrops jararacussu é predominantemente miotóxico. A lesão aguda 
caracteriza-se, assim, por acentuada degeneração e necrose das fibras musculares (Queiróz, 
et al., 1984; Moura-da-Silva et al., 1991; Gutiérrez & Lomonte, 1995).  
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Na fase crônica do envenenamento, isto é, meses e anos após o acidente observa-se 
em geral, perda da massa muscular que pode levar a déficit muscular permanente (Homma 
& Tu, 1971; Milani et al., 1997; Jorge et al., 1999, Teibler & Perez, 2001). A patogênese 
da lesão aguda, ou seja, da necrose das fibras musculares vem sendo estudada há duas 
décadas, e portanto, está bem estabelecida (Queiróz et al., 1984; Gutiérrez & Lomonte, 
1995; Oshima-Franco et al., 2001; Oliveira et al., 2003). Por outro lado, as razões pelas 
quais ocorre perda permanente de massa muscular pelo veneno bruto não estão ainda 
esclarecidas. Sabe-se, por exemplo, que ela não pode ser atribuída à necrose propriamente 
dita uma vez que isto não ocorre após a mionecrose provocada pelos componentes 
miotóxicos do veneno, os quais reproduzem as lesões provocadas pelo veneno total nas 
fibras musculares (Queiróz et al., 1984; Gutiérrez et al., 1991, Homsi-Brandeburgo et al., 
1988). Na verdade, após o envenenamento experimental por essas frações o que se verifica 
é a regeneração muscular ad integrum do músculo injetado (Homsi-Brandeburgo et al., 
1988; Gutiérrez et al., 1991; Gutiérrez & Lomonte, 1995).  
Atualmente dois mecanismos têm sido propostos para explicar a perda permanente da 
massa muscular (Queiróz et al., 1984; Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Queiróz et al., 
2002). O primeiro refere-se a diminuição da população de fibras musculares que se 
regeneram após o envenenamento. Neste caso o veneno promoveria, através de necrose, 
eliminação das células satélites que são células da linhagem miogênica. O segundo diz 
respeito às lesões nervosas produzidas pelo veneno, as  quais, se  irreversíveis,  fariam  com  
4 
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que mesmo na presença de regeneração total das fibras musculares, estas permaneçam 
desnervadas resultando em atrofia muscular com conseqüente perda da massa muscular. Na  
verdade o que se tem observado é que o veneno produz intensa degeneração axonal na fase 
aguda do envenenamento (Queiróz et al., 2002), mas o quanto essas lesões são irreversíveis 
ainda não está esclarecido.  
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Objetivo            
 
O objetivo do presente trabalho foi estudar o quanto a perda da massa muscular, deve-
se à lesão axonal permanente ou à diminuição do total de fibras musculares regeneradas. 
Para isto examinamos o tecido nervoso intramuscular, em especial a junção neuromuscular, 
bem como a população das fibras musculares em período crônico do envenenamento pelo 
veneno bruto de Bothrops jararacussu. 
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3.1 O VENENO DE BOTHROPS JARARACUSSU E SEUS EFEITOS NOS 
TECIDOS 
A principal lesão tecidual local produzida pelo veneno de B. jararacussu é a necrose 
das fibras musculares. Na verdade esse veneno é um dos mais miotóxicos entre todas as 
serpentes, e a mionecrose deve-se a presença de miotoxinas denominadas de bothropstoxina 
I (BthTx-I) e bothropstoxina II (BthTx-II) (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Gutiérrez et 
al., 1991). Além das miotoxinas, o veneno possui peptídeos de baixo peso molecular e 
metaloproteinases que são fatores hemorrágicos que causam degeneração vascular, 
trombose e isquemia (Gutiérrez & Rucavado, 2000). 
Os efeitos miotóxicos do veneno manifestam-se de forma rápida e extensa, uma vez que o 
mesmo atua diretamente sobre a fibra muscular e difunde-se com relativa facilidade entre 
as fibras musculares. Embora a extensão da lesão seja dose-dependente, registra-se já aos 
dois minutos após a injeção intramuscular evidente lesões das fibras musculares 
caracterizadas principalmente por destruição focal do sarcolema (Queiróz et al., 1984; 
Santo Neto, 1987). Isto se deve provavelmente à ação catalítica do veneno sobre a 
bicamada lipídica do sarcolema. Decorrente dessas lesões focais haveria então influxo, a 
favor do gradiente de concentração, de íons cálcio do meio extracelular para o citosol. Este 
fato promoveria uma hipercontração das miofibrilas, além da ativação de calpaínas e 
fosfolipases cálcio dependentes levando à necrose da fibra muscular (Gutiérrez & Ownby,  
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2003). Outra possibilidade seria o influxo da própria toxina para o interior da fibra atuando 
diretamente  nas  miofibrilas  e  organelas  (Moura-da-Silva et al., 1991;  Ownby, 1999;  
Chioato et al., 2002). O influxo de sódio e cálcio promove uma cadeia de eventos como a 
entrada de água no meio intracelular com conseqüente tumefação mitocondrial e do retículo 
sarcoplasmático, este se torna incapaz de seqüestrar novamente os íons cálcio do meio 
citosólico; o acúmulo deste íon leva a hipercontração e desorganização dos miofilamentos 
(Onwby, 1999). 
 Além da lesão muscular o veneno bruto de B. jararacussu produz, na fase aguda do 
envenenamento, intensa degeneração axonal a qual provavelmente decorre de uma ação 
lítica direta do veneno sobre os fosfolípideos ou mesmo proteínas da bainha de mielina 
(Queiroz et al., 2002). As lesões axonais progressivas iniciam-se ao redor de dois minutos 
após o envenenamento, e ao redor da sexta hora os feixes nervosos intramusculares estão 
completamente desprovidos de axônios. Sabe-se também que essas lesões atingem de forma 
semelhante os terminais motores fazendo com que a junção neuromuscular esteja 
ultraestruturalmente desorganizada ao redor de duas horas (Santo Neto, 1987).  
Lesões vasculares são também relatadas após o envenenamento experimental com o 
veneno bruto de B. jararacussu (Queiróz et al., 1984; Santo Neto, 1987). À microscopia 
eletrônica observou-se que as lesões capilares iniciam-se pelas células endoteliais, as quais 
sofrem inicialmente atenuação em sua espessura e diminuição da população de vesículas 
pinocitóticas. A isto segue-se tumefação mitocondrial  e ruptura das células endoteliais com  
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posterior e intensa oclusão representada por plaquetas e ou trombos de fibrina organizados. 
As artérias intramusculares apresentam necrose de sua camada média  e  trombos  oclusivos  
embora em períodos tardios (a partir de duas semanas) depara-se com recanalização dos 
trombos (Santo Neto, 1987).     
Frente às lesões nervosas e vasculares tão intensas, inevitavelmente surge a questão 
de quanto essas participam na gênese da seqüela mais freqüentemente observada no pós-
envenenamento por B. jararacussu, ou seja, a perda permanente da massa muscular.  
 
3.2. ARQUITETURA DA JUNÇÃO NEUROMUSCULAR 
Os músculos esqueléticos dos vertebrados consistem de células multinucleadas, as 
fibras musculares, que são inervadas por motoneurônios. A região de contato entre a fibra 
muscular e o terminal nervoso do neurônio motor é denominado junção neuromuscular 
(JNM), que é formado por três células: neurônio motor, fibra muscular e a célula de 
Schwann terminal. Esta é uma região altamente especializada para a transmissão de sinal 
entre o terminal nervoso e a fibra muscular. Para tanto as JNMs possuem três 
compartimentos, o compartimento pré-sináptico, o  extracelular e o pós-sináptico (Salpeter, 
1987; Hall & Sanes, 1993). 
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3.2.1. Compartimento Pré-sináptico 
Os axônios do neurônio motor penetram o músculo pelo hilo neurovascular e logo em 
seguida dividem-se em feixes intra-musculares entre as fibras musculares. Ao longo do 
percurso os axônios motores deixam os feixes para dirigirem-se a somente uma fibra 
muscular, sendo nesta fase denominado de axônio pré-terminal. Quando mais próximo à  
fibra muscular o axônio perde a bainha de mielina e nesta porção passa a ser denominado 
axônio terminal (Bowden & Duchen, 1976; Peters et al., 1976). 
Os terminais motores são arborizações do axônio terminal que em suas extremidades 
tornam-se dilatados formando botões sinápticos, estes se alojam em depressões das fibras 
musculares denominadas fendas sinápticas primárias. O terminal nervoso é caracterizado 
pela ausência de ribossomos e retículo endoplasmático rugoso, entretanto, possui retículo 
endoplasmático liso para armazenamento de cálcio (Salpeter, 1987). Além desta estrutura 
ele contém abundantes vesículas sinápticas, vesículas elétron-densas, grande número de 
mitocôndrias, neurofilamentos, grânulos de glicogênio e lisossomas (Sanes & Lichtman, 
1999). 
As vesículas são mais abundantes próximas da membrana pré-sináptica, e estas se 
localizam próximas às placas densas de membrana, chamadas de zonas ativas. Neste local 
as vesículas se fundem à membrana pré-sináptica para liberar o neurotransmissor 
acetilcolina (ACh). Cada zona ativa encontra-se alinhada com o ápice das dobras  
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juncionais, local em que os receptores de acetilcolina do tipo nicotínico (AChR) estão em 
alta densidade (Hall & Sanes, 1993). 
Outra estrutura importante encontrada na JNM é a célula de Schwann terminal, ela é 
uma célula glial amielínica que se localiza sobre a junção neuromuscular e cobre o terminal 
motor (Love & Thompson, 1998). A célula de Schwann terminal e seus processos 
citoplasmáticos são responsáveis pela sustentação trófica dos terminais (Son et al., 1996; 
Sanes & Lichtman, 1999). 
3.2.2. Compartimento Extracelular 
O compartimento extracelular é formado pelo espaço sináptico, situado entre as 
membranas pré e pós-sinápticas. A lâmina basal está presente neste espaço estendendo-se 
para dentro das dobras juncionais sendo denominada lâmina basal juncional, a qual é 
contínua com lâmina basal que reveste a superfície da fibra muscular e a célula de 
Schwann, a lâmina basal extra juncional (Salpeter, 1987; Sanes & Lichtman, 1999). A 
lâmina basal juncional é constituída pelos mesmos elementos da lâmina basal extra 
juncional como o colágeno IV (α1 e α2) e laminina. Entretanto ela possui proteínas 
específicas como a acetilcolinesterase, a agrina, o heparan sulfato e colágeno IV (α3 e α4) 
(Sanes et al., 1990). A membrana basal juncional é mais sensível às enzimas proteolíticas 
em relação à extra juncional, e sua função é de manutenção e organização molecular das 
membranas pré e pós-sinápticas (Salpeter, 1987). 
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3.2.3. Compartimento Pós-sináptico 
O compartimento pós-sináptico é uma região altamente especializada da fibra 
muscular, e inclui o sarcolema e o sarcoplasma juncional. O primeiro representa a 
membrana celular da fibra muscular. O segundo é o citoplasma da fibra muscular adjacente 
ao sarcolema juncional. Quando examinado pela microscopia eletrônica caracteriza-se, o 
sarcoplasma juncional, pela presença de grande quantidade de mitocôndrias e de diversos 
núcleos arredondados ou ovalados, os núcleos da JNM ou núcleos de placa motora. Já o 
sarcolema pós-sináptico apresenta-se pregueado, formando assim, as dobras juncionais. 
As dobras juncionais têm cerca de 1 µm de profundidade e a depressão delimitada 
pela presença das dobras denomina-se fenda sináptica primária, o qual como já mencionado 
é preenchido pela membrana basal sináptica. Por outro lado o espaço delimitado por duas 
dobras juncionais adjacentes é chamado de fenda sináptica secundária. As dobras sinápticas 
apresentam duas regiões; o ápice, onde os receptores de acetilcolina estão agrupados em 
uma densidade de aproximadamente 104µm2 e o fundo das dobras, onde estão os canais de 
sódio responsáveis pela geração do potencial de ação (Hall & Sanes, 1993; Sanes & 
Lichtman, 1999). 
 
3.3. ESTRUTURA DO NERVO ESPINHAL 
Os nervos espinhais são constituídos por feixes de fibras nervosas sensitivas e 
motoras, que conectam a periferia aos corpos dos neurônios sensitivos e motores  
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respectivamente. Estes feixes são formados por fibras mielínicas e amielínicas, envolvidas 
por células de Schwann e bainhas conjuntivas. As camadas de tecido conjuntivo reforçam e 
protegem os nervos.  
O conjunto de fascículos que constitui um nervo está envolvido externamente por 
tecido conjuntivo frouxo, o epineuro, que é rico em vasos sanguíneos e nele estão presentes 
fibroblastos, macrófagos e mastócitos. Cada fascículo está envolvido por tecido conjuntivo 
denso, rico em colágeno e células epiteliais, formando o perineuro, que além de 
desempenhar papel de proteção mecânica (Lundborg, 1987), atua como barreira à passagem  
de macromoléculas, auxiliando desta forma na manutenção do microambiente 
intrafascicular especializado. Dentro de cada fascículo encontram-se fibras nervosas 
envolvidas intimamente por delicadas fibrilas colágenas, constituindo o endoneuro (Peters 
et al., 1976).  
A célula de Schwann é uma célula glial que tem origem na crista neural, juntamente 
com outros elementos do sistema nervoso periférico. Durante o desenvolvimento, elas 
migram ao longo da fibra nervosa iniciando o processo de mielinização dos axônios. Nas 
fibras mielínicas, a célula de Schwann forma a bainha de mielina envolvendo cada axônio 
em diversas camadas, enquanto que nas fibras amielínicas uma única célula de Schwann 
envolve diretamente vários axônios desprovidos de mielina (Bunge, 1983). Nas fibras 
mielínicas as células de Schwann são separadas entre si pelo nodo de Ranvier, enquanto nas 
fibras amielínicas elas são diretamente contínuas. 
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A bainha de mielina formada pela célula de Schwann é formada em camadas 
concêntricas com uma composição similar às membranas plasmáticas, constituídas de 70% 
de lipídeos e 30% proteína com alta concentração de colesterol e fosfolipídio (Schwartz, 
1991). Estas células participam no suprimento de metabólitos e fatores tróficos para os 
axônios (Varon & Bunge, 1978), formação da bainha de mielina, além de desempenhar 
papel fundamental na regeneração axonal (Terenghi, 1999). 
 
3.4. REGENERAÇÃO NERVOSA PERIFÉRICA 
Após a lesão do nervo espinhal inicia-se uma série de eventos moleculares e celulares 
que se originam no corpo celular e se estendem por todo o axônio com o objetivo de 
restaurá-lo. Imediatamente após a axotomia os cotos proximal e distal do nervo se retraem, 
há perda de axoplasma e a membrana danificada entra em colapso. Os macrófagos são 
recrutados para o local da lesão durante a primeira semana pós-lesão, contribuindo para a 
lise e fagocitose da mielina e subseqüente proliferação das células de Schwann. Tanto os 
macrófagos quanto as células de Schwann secretam substâncias mitogênicas e fatores de 
crescimento que desempenham importante papel na regeneração axonal e remielinização 
(Terenghi, 1999). Este evento é denominado de degeneração Walleriana e ocorre no coto 
distal durante os primeiros dias após a lesão. Durante a degeneração Walleriana os axônios 
degeneram, suas bainhas de mielina são degradadas, e os produtos da degeneração, 
juntamente com as substâncias secretadas pelos macrófagos, estimulam as células de  
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Schwann no interior do coto distal a se proliferarem dentro de seus tubos de lâmina basal 
(Salzer & Bunge, 1980). A importância da degeneração Walleriana é a de criar ambiente 
apropriado para o sucesso da regeneração dos axônios lesados (Perry & Brown, 1992). 
A célula de Schwann possui papel importante na regeneração nervosa (De Vries, 
1993; Hall, 1997; Sulaiman & Gordon, 2000). Em uma lesão no nervo periférico a célula de 
Schwann, após dois a três dias, começa a se proliferar e esta  proliferação mantêm-se 
durante  aproximadamente  duas  semanas. Quando desprovidas  de axônios,  estas  células 
alongam-se e seus processos delgados se  interdigitam com os processos das células 
adjacentes, formando as bandas de Büngner, caracterizada por uma coluna de células de 
Schwann (Ide & Kato, 1990; Hall, 1997). Além do fator mecânico, as células de Schwann 
também produzem fatores neurotróficos que se difundem do coto distal até a área lesada 
para exercer uma influência trófica sobre os axônios em regeneração. Desta forma elas 
conduzem os axônios às junções neuromusculares e mantêm a integridade do nervo 
periférico (De Vries, 1993; Ide & Kato, 1990; Hall, 1997; Terenghi, 1999). Reações 
semelhantes a estas ocorrem quando o nervo sofre lesões focais por substâncias químicas 
como é o caso dos venenos ofídicos.  
O sucesso da reinervação muscular depende fundamentalmente da regeneração axonal 
que por sua vez depende da integridade da célula de Schwann mielinizante. Além disto, a 
célula de Schwann do tipo terminal concorre para a formação do novo sítio neuromuscular 
(Son et al., 1996; O’Malley et al., 1999; Love & Thompson, 1998; Kawabuchi et al., 2001)  
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e protege os terminais motores de possíveis lesões químicas e mecânicas (Hall & Sanes, 
1993; Balice-Gordon, 1996; Son et al., 1996). Após a degeneração axonal ao nível do nervo 
espinhal, ou mesmo, dos feixes nervosos intramusculares, as células de Schwann terminais 
ocupam fenda sináptica primária e fagocitam os restos das estruturas ali presentes, ou seja, 
do terminal motor. 
Durante o processo de reinervação da junção neuromuscular a célula de Schwann 
terminal emite prolongamentos de uma junção para outra, interconectando junções 
desnervadas, formando pontes e  facilitando  a  chegada  dos  terminais  nervosos  à  junção   
 (Son et al., 1996; O’Malley et al., 1999). Fica claro, portanto, que caso o veneno produza 
lesões irreversíveis nas células de Schwann mielinizantes ou terminais, a reinervação das 
fibras musculares ficará comprometida concorrendo assim para atrofia e conseqüente perda 
da massa muscular.   
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
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4.1. ANIMAIS 
Foram utilizados camundongos da linhagem C57Bl/10, adultos jovens a partir de seis 
semanas, do sexo masculino, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de 
Campinas (UNICAMP-SP). Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de 
Anatomia do Instituto de Biologia, com água e ração ad libitum e ciclo claro-escuro de 
12/12 horas, com temperatura ambiente de 20 ± 3o C. 
 
4.2. VENENO 
O veneno bruto de Bothrops jararacussu utilizado foi gentilmente cedido pelo Prof. 
Dr. Sérgio Marangoni do Departamento de Bioquímica desta mesma Universidade. Este 
consistia de cristais amarelos, sendo diluídos em temperatura ambiente imediatamente antes 
do uso. O veneno diluído não utilizado era desprezado ao término das aplicações. 
Foi utilizada a dose de 80 µg do veneno bruto para 0,1 ml de solução salina, esta 
concentração foi considerada adequada para obtenção de lesões semelhantes às do 
envenenamento humano por produzir necrose grave do músculo com intenso edema e 
moderada hemorragia na fase aguda, sendo a regeneração muscular precária, e 
acompanhada de fibrose (Santo Neto, 1987).  
 
4.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS 
Os animais foram divididos em três grupos. O primeiro grupo serviu para injeções no 
nervo ciático, o segundo para injeção intramuscular no músculo sóleo. Ambos os grupos  
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serviram para o estudo da regeneração axonal e conseqüentemente da reinervação 
muscular. O terceiro grupo de camundongos recebeu injeção intramuscular também no 
músculo sóleo e prestou-se ao estudo quantitativo da regeneração muscular.  
 
4.3.1. Injeções e preparo histológico de nervo ciático   
Os animais foram pesados e anestesiados por via intra peritonial com uma solução 1:1 
de cloridrato de xylazina (Virbaxyl-®, virbac) e katamina base (Francotar-®, virbac) com  
 
0,003 ml da solução para cada grama de peso corporal do animal. Após à anestesia 
profunda foram realizadas a depilação e assepsia em toda região glútea e póstero-lateral da 
coxa direita, e os animais foram posicionados numa placa em decúbito ventral. Em seguida, 
foi feita uma incisão na pele da região glútea direita de aproximadamente 12 mm 
acompanhando a projeção superficial do trajeto do nervo. Os planos musculares foram 
afastados, e com a exposição do nervo foi introduzido apenas o bisel da agulha (13 x 3,   
BD ®) de forma longitudinal em 3 pontos eqüidistantes de aproximadamente 3mm. Foram 
injetados 80 µg do veneno bruto / 0,1 ml de solução fisiológica estéril (cloreto de sódio 
0,9%).  
Após a recuperação da anestesia os camundongos foram mantidos em gaiolas com ração e 
água ad libitum. Ao final de uma (n = 4), duas (n = 4) e oito (n = 4) semanas foram 
novamente anestesiados, desta vez com hidrato de cloral a 10% por via intra-peritonial 
(0,2ml/20g  de  peso  corporal). Procedeu-se  a  realização  de  toracotomia  mediana  e  em  
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seguida foram sacrificados pela perfusão intracardíaca de um volume de 20 ml de fixador 
Karnovsky, contendo 1% de paraformaldeído e 2% de glutaraldeído em tampão cacodilato 
de sódio a 0,1M, pH 7,3. O nervo foi exposto seguindo os pontos de fio de algodão da 
cirurgia precedente. Um segmento do nervo ciático com cerca de 10 mm de extensão, 
correspondentes ao local da injeção do veneno, foi retirado e dividido em fragmentos 
proximal e distal. Os mesmos foram mantidos na mesma solução fixadora (solução de 
Karnovsky) por 24 horas, pós-fixados em tetróxido de ósmio a 1% em tampão fosfato 
0,1M, pH 7,3, por 2 horas e imersos em uranila 5% durante 24 horas. 
 A seguir, foram desidratados em soluções crescentes (30 a 100%) de acetona e 
incluídos em resina Araldite (UEGAMA). Do material coletado, após o processamento e 
inclusão em resina, foram feitos cortes semi finos transversais de 0,5 µm com navalha de 
vidro. Os cortes foram corados com azul de toluidina a 1% em solução aquosa de bórax a 
1% para observações histológicas e fotodocumentação em microscopia de luz (Nikon 
Eclipse E 400 – Departamento de Anatomia, Instituto de Biologia). 
Para a análise ultra-estrutural foram feitos cortes tranversais ultra finos do material 
com navalha de diamante, e os cortes foram corados com acetato de uranila a 5% em água e 
citrato de chumbo 1% para a observação e fotodocumentação em microscopia eletrônica de 
transmissão (LEO-906 - Laboratório de Microscopia Eletrônica, Instituto de 
Biologia).Como grupo controle (n = 6) os camundongos foram similarmente anestesiados e  
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nervo ciático exposto e injetado com uma solução fisiológica salina de em volume de 0.1 
ml, os segmentos foram retirados nos mesmos tempos do grupo anterior.  
4.3.2. Injeções e tratamento para análise da regeneração dos feixes axonais 
intramusculares e reinervação muscular  
Os procedimentos para a anestesia dos animais foram os mesmos do grupo anterior 
sendo que a depilação e assepsia foram realizadas na região póstero-lateral do membro 
posterior direito do animal. Os animais (n = 5) foram posicionados em decúbito ventral e 
foi feita incisão longitudinal e lateralmente na perna com cerca de 7 mm de comprimento, e 
o músculo gastrocnêmio foi rebatido. O músculo sóleo foi exposto e nele foi injetado 0,1 
ml de veneno bruto de B. jararacussu numa concentração de 80 µg.  
As injeções foram aplicadas longitudinalmente, seguindo a direção das fibras no terço 
médio do músculo e a incisão cirúrgica foi fechada com 1 ponto no plano muscular 
(gastrocnêmio) e 2 pontos na pele com fio de algodão 5-0 (ETHICON). Após estes 
procedimentos os animais foram mantidos sob as mesmas condições do grupo anterior.   
Ao final de 2 meses os animais foram novamente anestesiados da mesma forma que  o 
grupo anterior, o mesmo ocorrendo com a exposição e isolamento do músculo sóleo. 
Procedeu-se, então, a perfusão intracardíaca com fixador de Karnovsky, nos mesmos 
moldes do grupo anterior. O músculo sóleo foi então dissecado e retirado integralmente, e 
posteriormente seccionado em suas extremidades para tratamento de seu terço médio. Este 
foi fragmentado em segmentos menores, e posteriormente tratado para a microscopia  
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eletrônica. Os músculos foram examinados de forma semelhante dispensada aos fragmentos 
do nervo ciático, já descrito no grupo anterior. O  mesmo  tratamento  foi  realizado  com  o  
grupo controle (n = 3), sendo para tanto, injetado no músculo 0,1 ml de solução fisiológica 
a 0,9%. 
 
4.3.3. Injeções e tratamento para análise da população das fibras musculares 
Os procedimentos para a anestesia, depilação e assepsia dos animais foram os 
mesmos do grupo anterior. Os  animais  foram posicionados em decúbito ventral e foi feita 
uma incisão longitudinal na pele com 7mm de comprimento. O músculo sóleo foi exposto e 
nele foi injetado 0,1ml de veneno bruto de B. jararacussu numa concentração de 80 µg. 
Três meses após os animais terem sido anestesiados, conforme já descritos nos grupos 
anteriores, foram perfundidos por via intracardíaca com formol-cálcio (F-Ca), formaldeído 
PA a 40%, 10 ml; água destilada, 90ml; acetato de cálcio, 1 g. A seguir os músculos sóleo 
direito (injetado com veneno de B. jararacussu) e esquerdo (controle) foram retirados 
inteiros e processados para análise quantitativa (n = 5). Para isto os músculos foram pós 
fixados, durante  24 horas,  na mesma solução usada para a perfusão, após o que foram 
seccionados no terço médio de seus ventres e tratados com métodos de rotina para inclusão 
em parafina. Os fragmentos correspondentes ao terço médio foram desidratados, incluídos 
em parafina, e totalmente seccionados no sentido transversal, a fim de se delimitar a área 
total do músculo. Após coloração em hematoxilina e eosina, a contagem das fibras  
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musculares foi feita através de uma ocular 10x contendo um retículo quadrilátero com 100 
pontos acopladas ao microscópio de luz Olympus CBB e objetiva de 10x. Através deste 
retículo foram observadas e contadas as fibras musculares.  
4.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A fim de se estabelecer a diferença, entre os valores médios das fibras musculares 
regeneradas dos dois grupos experimentais, os valores foram submetidos ao teste-T de 
Student’s do programa Microsoft Excell 2000, com p<0.05.     
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5. RESULTADOS 
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5.1. NÚMERO DE FIBRAS MUSCULARES 
Observou-se que, 3 meses após a injeção de veneno bruto de B. jararacussu, a 
população de fibras musculares é significativamente menor (617 ± 48) em relação aos 
músculos sóleo controle (1235 ± 97), ver Tabela 1.  
 
 
 Tabela 1 
 Número de fibras musculares   
                             Músculo sóleo (n=5) 
Sol. Salina           1235±97 
Veneno            617±48   
 Os valores expressam a média (±) desvio padrão. 
Teste T de Student’s, P<0.05, para a diferença entre os efeitos do veneno e da solução salina (grupo 
controle). 
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5.1. REGENERAÇÃO AXONAL E REINERVAÇÃO MUSCULAR 
Uma semana após a injeção do veneno de Bothrops jararacussu, observou-se, no 
nervo ciático sinais típicos de degeneração axonal consistindo principalmente de total 
desorganização da bainha de mielina e sinais de processo de fagocitose. Em meio a 
fenômenos degenerativos observou-se axônios em estágios iniciais de regeneração (Fig.1, 
A-B). À microscopia eletrônica notou-se comprometimento de estruturas axoplasmáticas 
como aumento da eletron densidade, retração da camada interna da bainha de mielina, 
formação de “figuras” de mielina e total desaparecimento de neurotúbulos e 
neurofilamentos. Também o citoplasma das células de Schwann mostrava-se 
acentuadamente alterado sendo às vezes de difícil identificação (Fig. 2 e 3).  
Na segunda semana após o envenenamento o quadro típico foi de regeneração axonal 
(Fig. 4, A-B), caracterizado pela presença de grupos de axônios mielínicos de diâmetros 
variados e numerosos axônios amielínicos delimitados por células de Schwann as quais 
apresentavam-se com prolongamentos e núcleos proeminentes (Fig. 5 e 6).  
Ao final do segundo mês, exceto pelo aumento do conteúdo endoneural, observou-se 
que o nervo ciático recuperou seu aspecto morfológico normal (Fig. 7, A-B; Fig. 8). Os 
feixes nervosos intramusculares mostravam numerosos axônios regenerados com bainha de 
mielina bem organizada e células de Schwann envolvendo axônios amielínicos e com 
arquitetura compatíveis ao normalmente descrito na literatura (Fig. 9 e 10). Além dos feixes  
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nervosos intramusculares, os axônios pré-terminais  também  apresentaram  aspectos        
de  reorganização  estrutural  (Fig. 11 e 12). Contudo, algumas vezes  notou-se  em  feixes  
nervosos intramusculares que alguns axônios tipicamente regenerados apresentavam-se 
novamente com sinais de degeneração (Fig. 13 e 14). Os feixes nervosos intramusculares 
dos animais controle não mostraram alterações.   
A análise em microscopia eletrônica revelou, para a grande maioria das fibras 
musculares, que ao final de 2 meses houve reconstrução integral do contato nervo-músculo 
ou seja regeneração da junção neuromuscular. Todos os sítios juncionais examinados 
(n=50) apresentavam-se reinervados, sendo que a grande maioria deles o terminal motor 
ocupava toda a fenda sináptica primária. A análise ultraestrutural dos terminais motores 
demonstrou que os mesmos recuperaram sua forma normal; no axoplasma foi possível a 
identificação de vesículas sinápticas, mitocôndrias e neurofilamentos sendo que o axolema 
fazia aposição direta ao sarcoplasma pós-sináptico, interpondo-se entre eles a lâmina basal 
juncional (Fig.15 - 18). Em sete junções neuromusculares, no entanto, a fenda sináptica 
primária mostrava-se apenas parcialmente ocupada por um terminal motor ou mesmo por 
dois terminais sendo comum o fato de processos da célula de Schwann interpor-se entre o 
axolema e o sarcolema pós sináptico (Fig. 19 - 21). Fendas sinápticas primárias ocupadas 
apenas por núcleos de células de Schwann não foram observadas.  Apenas em um caso 
notou-se que fendas sinápticas secundárias foram “interiorizadas” no sarcoplasma pós 
juncional evidenciando assim uma fibra muscular desnervada (Fig. 22).   
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No grupo controle a arquitetura das junções neuromusculares lembravam aquela 
descrita pela literatura, em todos os grupos tratados, conforme visto na revisão 
bibliográfica, à página 10.  
 
 
 
Figura 1. Corte transversal do nervo ciático uma semana após envenenamento. Notar 
axônios em degeneração (setas maiores) e axônios em mielinização (seta menor). (A - 
215x; B – 430x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Fotomicrografia de um corte transversal do nervo ciático uma semana 
após envenenamento. Observar destruição da bainha de mielina com formação de “figuras 
de mielina” (setas), condensação do axoplasma com desaparecimento dos neurotúbulos 
eneurofilamentos.(39.000x).     
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Figura 3. Corte transversal do nervo ciático, uma semana após injeção do veneno. 
Observar total degeneração axonal. (30.000x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Corte transversal de nervo ciático duas semanas após a inoculação do 
veneno. Notar axônios regenerados caracterizados pela presença de bainha de mielina. (A – 
215x; B – 430x). 
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Figura 5. Fotomicrografia de corte transversal do nervo ciático, duas semanas após 
injeção do veneno. Notar processo de regeneração dos axônios. Células de Schwann com 
núcleos proeminentes (CS), formação da bainha de mielina (seta) e muitos processos desta 
célula envolvendo os axônios. Observar no axoplasma a presença de neurotúbulos, 
neurofilamentos e mitocôndrias. (18.000x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Fotomicrografia de corte transversal de nervo ciático, duas semanas após 
envenenamento. Intenso processo regenerativo, notar organização da bainha de mielina em 
lamelas e processos de célula de Schwann envolvendo axônios amielínicos (setas). 
(24.000x). 
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Figura 7. Em A, corte transversal do nervo ciático dois meses após a injeção do 
veneno de B. jararacussu. Em B, corte transversal do nervo ciático dois meses após a 
injeção salina. Notar que no nervo injetado com o veneno ocorreu intensa regeneração 
axonal com recuperação do calibre da bainha de mielina. No nervo controle não foi 
identificado alterações estruturais. (430x). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Fotomicrografia de corte transversal do nervo ciático, dois meses após o 
envenenamento. Observar a quase completa regeneração do nervo com recuperação 
estrutural da bainha de mielina, mostrando-se eletron-densa, além da presença de processos 
da célula de Schwann envolvendo axônios amielínicos, neurotúbulos, neurofilamentos e 
mitocôndrias normais no axoplasma. (18.000x). 
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Figura 9. Fotomicrografia de feixe nervoso intramuscular dois meses após o 
envenenamento pelo B. jararacussu. Notar axônios regenerados (*), com bainha de mielina 
eletron-densa, neurotúbulos e neurofilamentos. Mitocôndrias com aspecto normal e núcleos 
das células de Schwann (CS). Observar ainda presença de fibras colágenas no espaço 
endoneural. (24.000x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Fotomicrografia do feixe nervoso intramuscular dois meses após a 
inoculação do veneno. Os axônios mostram-se com aspecto normal, regenerado, com 
bainha de mielina delgada e electron-densa e ainda presença de neurofilamentos, 
neurotúbulos, mitocôndrias e citoplasma da célula de Schwann. (15.000x). 
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Figura 11. Axônio pré-terminal (PT) dois meses após envenenamento. Observar fibra 
muscular (M) e bainha de mielina delgada e electron-densa, presença de neurotúbulos, 
neurofilamentos e mitocôndrias, com axônio envolto por fibras colágenas. (24.000x) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Axônio pré-terminal (PT) dois meses após a inoculação do veneno. Notar a 
fibra muscular (M), a bainha de mielina eletron-densa, a presença de neurofilamentos, 
mitocôndrias, núcleo e citoplasma da célula de Schwann. (18.000x). 
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Figura 13.  Feixe nervoso intramuscular dois meses após injeção do veneno. Observar 
axônios em degeneração: retração axoplasmática (seta) e ausência de neurotúbulos e 
neurofilamentos. (30.000x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Feixe nervoso intramuscular dois meses após envenenamento. Observar 
axônio em degeneração (*): destruição da mielina e ausência de neurotúbulos e 
neurofilamentos. (34.000x). 
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Figura 15. Fotomicrografia de junção neuromuscular dois meses após o 
envenenamento pelo B. jararacussu. Notar terminal motor (TM) ocupando a fenda 
sináptica primária, com presença das dobras juncionais (seta pequena), lâmina basal 
juncional (cabeça de seta), vesículas sinápticas normais, mitocôndrias e processo da célula 
de Schwann terminal envolvendo o terminal (seta maior). (35.000x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Fotomicrografia de junção neuromuscular dois meses após a injeção do 
veneno. Observar a presença de três terminais motores (TM), com processos da célula de 
Schwann terminal (seta) interpondo-se entre o axolema e o sarcolema juncional, e a 
presença de vesículas sinápticas, mitocôndrias e lâmina basal juncional. (30.000x). 
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Figura 17. Fotomicrografia de junção neuromuscular dois meses após a inoculação do 
veneno. Terminal motor reocupando a fenda sináptica primária, presença de dobras 
juncionais, vesículas sinápticas e mitocôndrias normais. (35.000x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Junção neuromuscular dois meses após injeção do veneno. Observar 
terminal motor (TM) com presença de vesículas sinápticas, mitocôndrias, dobras juncionais 
e processo da célula de Schwann terminal emitindo prolongamento (seta). (15.000x). 
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Figura 19. Junção neuromuscular dois meses após envenenamento. Notar que a fenda 
sináptica é parcialmente ocupada por dois terminais motores (TM) deixando entre eles 
dobras sinápticas secundárias descobertas (*). Núcleo de placa motora no sarcoplasma (N), 
e presença de processos da célula de Schwann (seta). (24.000x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Junção neuromuscular dois meses após envenenamento. Notar a presença 
de dois terminais motores também em processo de regeneração. Notar ainda o núcleo de 
placa motora (N) e a célula de Schwann terminal. (30.000x) 
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Figura 21. Junção neuromuscular em regeneração dois meses após injeção do veneno. 
Observar a presença da célula de Schwann terminal (CSt) envolvendo o terminal motor  
que está em processo de ocupação da fenda sináptica primária. (30.000x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Junção neuromuscular desnervada dois meses após o envenenamento. Esta 
junção desnervada é caracterizada por fendas secundárias “interiorizadas” (seta) com maior 
eletron-densidade nos ápices, a existência de lâmina basal sobre estas fendas e o núcleo da 
placa motora (N). Notar ausência do terminal motor e a grande quantidade de fibras 
colágenas sobre o sarcolema. (35.000x).  
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Confirma-se no presente estudo observações anteriores de que o veneno bruto de 
Bothrops jararacussu produz, no local da inoculação do veneno, intensa degeneração 
axonal (Queiróz et al., 2002). Notou-se também que a degeneração axonal persiste por uma 
semana após o envenenamento. Este tempo parece não ser uma particularidade do veneno 
de B. jararacussu, uma vez que eventos celulares e moleculares relacionados à degeneração 
axonal, ainda persistem por períodos semelhantes após lesões provocadas por maneiras 
distintas como secção ou esmagamento do nervo (Terenghi, 1999; Cheng & Zochodne, 
2002).  
Uma das observações mais importantes do presente trabalho referem-se ao fato de que 
processos de regeneração axonal estão presentes mesmo nos períodos curtos após o 
envenenamento e que regeneração axonal é completa ou quase completa ao final do 
segundo mês. Tal afirmação fundamenta-se em nossos achados que são tipicamente sinais 
de regeneração axonal, tais como espessura variada da bainha de mielina e envolvimento 
dos axônios em regeneração pelas células de Schwann. Além disto, a análise das junções 
neuromusculares demonstra inequivocamente de que há reinervação das fibras musculares.  
  Dessas observações resulta a idéia de que a perda da massa muscular que segue-se 
ao envenenamento por Bothrops jararacussu não seria, ao menos em sua essência, 
conseqüente à ausência de regeneração axonal propriamente dita. Trata-se de um evento 
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que relaciona-se mais diretamente à diminuição da população de fibras musculares 
regeneradas, após o envenenamento.   
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No entanto, não se pode afirmar que o componente nervoso não tenha alguma 
participação na aparente perda da massa muscular. Embora raramente, nossas observações 
mostraram que junções neuromusculares apresentam-se parcialmente desnervadas (ver 
Figuras 19 e 20) e até mesmo, totalmente desnervadas (Fig.22). Disto resultaria o quadro de 
que mesmo regenerada a fibra muscular apresentar-se-ia atrófica.  É possível, entretanto 
que em algum desses casos, o processo de ocupação da fenda sináptica primária esteja 
ainda em curso. Em camundongos, quando o nervo ciático é seccionado e reparado, a 
ocupação total da fenda sináptica primária no músculo sóleo ocorre somente ao redor da 
décima segunda semana (Marques et al., 1996). De fato, a presença de “dois” ou mais 
terminais motores (Fig.16) em um mesmo sítio sináptico configura-se em um quadro 
representativo de maturação axonal. Por outro lado, apenas uma vez encontramos sítios 
juncionais sem sinais de que haveria reocupação do sítio juncional pelo terminal motor. 
Este o sítio foi identificado pela presença de dobras juncionais secundárias que se 
“incorporaram” ao sarcoplasma pós juncional, bem como pela presença de núcleos de placa 
motora (Fig.22). Em relação a estas fibras sim, poder-se-ia imaginar participar do quadro de 
perda da massa muscular, pois ao que nos parece, não mais seriam inervadas. Elas, 
entretanto, não apareceram mais que uma vez em todo material examinado. 
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Um fato interessante é que simultaneamente a regeneração axonal, bem sucedida nos 
feixes nervosos intramusculares, deparou-se com o quadro acima descrito, qual seja a  
presença eventual de fibras musculares desnervadas. Razões para tal não nos são claras, 
mas uma  possibilidade é que a presença de tecido fibroso intersticial atue como um fator  
mecânico obstruindo o restabelecimento do contato nervo-músculo. O aumento da fibrose 
intersticial, tal como aqui observada, e que foi anteriormente sugerida como um possível 
fator para explicar a eventual ausência de reinervação (Queiróz et al., 1984), não impediria 
a migração do cone de crescimento ao nível dos feixes nervosos intramusculares, mas 
impediria o acesso do terminal motor na fenda sináptica primária. Essa possibilidade 
assenta-se no fato bem conhecido de que nos casos de secção de nervo, o terminal motor 
degenera-se e a fenda sináptica primária é inicialmente ocupada pela célula de Schwann 
terminal, mas no decorrer do tempo, a mesma passa a ser ocupada por acúmulo de colágeno 
(Miledi & Slater, 1963). Além disto, está estabelecido que a ausência de regeneração 
axonal no âmbito dos feixes nervosos decorre mais da degradação das bainhas nervosas do 
que pelo aumento da fibrose intersticial (Fu & Gordon, 1995). 
Outro achado que chama a atenção é o fato de que mesmo 2 meses após o 
envenenamento alguns axônios de feixes intramusculares apresentaram evidentes sinais de 
degeneração axonal (Fig. 13 e 14). Entende-se que este seria um tempo longo demais para 
que ainda estejam ocorrendo processos degenerativos conseqüentes à ação do veneno. 
Dessa forma, eles foram interpretados como sendo brotamentos axonais que não refizeram 
o contacto sináptico e que então passariam por um conhecido processo de eliminação 
sináptica. Sabe-se que a degeneração de axônios pré-terminais e em feixes intramusculares  
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ocorre em casos de reinervação colateral, ou polinervação (Son et al., 1996; Culican et al., 
1998). Com a degeneração da porção terminal do nervo pelo veneno na fase aguda, a célula 
de Schwann terminal emite prolongamentos até às junções adjacentes. Estes são processos 
que interconectam as junções neuromusculares desnervadas e guiam os axônios 
regenerados aos sítios juncionais (Son & Thompson, 1995; Son et al., 1996; Love & 
Thompson, 1998; O’Malley et al., 1999; Koirala et al., 2000). Estas mudanças na inervação 
da fibra muscular promoveriam a remoção do nervo terminal que não ocupou o sítio 
juncional (Balice-Gordon & Lichtman, 1994; Culican et al., 1998). Contra essa idéia existe 
o fato de que os axônios em processos de eliminação, não apresentam exatamente a mesma 
configuração morfológica dos axônios em degeneração tal como observamos aqui.   
A idéia de que a perda da massa muscular deve-se ao decréscimo da população de 
fibras regeneradas fica evidente quando se analisa o total de fibras nos músculos 
regenerados após a injeção do veneno em comparação com o controle. Entretanto, o 
mecanismo exato através do qual isto aconteceria não pode ser esclarecido no presente 
trabalho. Uma possibilidade, já anteriormente discutida, é que o veneno eliminaria, através 
de necrose, as células satélites que são células da linhagem miogênica (Queiróz et al, 1984). 
Contra esta idéia existem observações mais recentes dando conta de que as células satélites 
podem migrar a partir de músculos adjacentes que não tenham sido lesados e dessa maneira 
promover a regeneração muscular (Schultz & McCormick, 1994).  
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Embora não tenha sido, ainda, sistemática e detalhadamente examinado, o veneno de 
B. jararacussu provoca também lesões na rede microcirculatória local (Santo Neto, 1987).  
Dessa forma, um mecanismo alternativo para justificar o decréscimo da população de fibras 
regeneradas seria as lesões vasculares, pois é bem conhecido o fato que, no geral, o sucesso 
da regeneração muscular depende da integridade dos vasos sanguíneos (Allbrook, 1981). 
Some-se a isto, as observações de que a regeneração muscular é precária nos casos dos 
venenos que produzem lesões vasculares como, por exemplo, a B. asper (para revisão ver 
Gutierrez & Recuvado, 2000). Sem o suporte sanguíneo necessário as fibras musculares 
não realizariam satisfatoriamente a sua regeneração. Este fato explicaria a diminuição da 
massa muscular em períodos tardios após o envenenamento (Gutiérrez & Lomonte, 1995).  
 
Os mecanismos celulares e moleculares que impediriam a regeneração não são 
conhecidos. Uma possibilidade é que as lesões vasculares, em especial a oclusão total dos 
capilares, levariam à diminuição ou mesmo eliminação do influxo de células da inflamação 
no local da necrose muscular. Com isto haveria um retardo na remoção do material 
necrótico facilitando a formação de fibrose intersticial, a qual por sua vez atuaria como um 
fator mecânico impedindo a migração de células satélites de músculos vizinhos. Esta idéia 
fundamenta-se nos achados de que a capacidade migratória de mioblastos, que na verdade 
são células satélites diferenciadas, é muito reduzida em animais e pacientes com Distrofia  
Muscular de Duchenne onde a fibrose intersticial é aumentada (Engel et al., 1994). Além 
disto já foi descrito que a remoção do material necrótico após o envenenamento por B. 
jararacussu é retardada (Queiróz et al., 1984).  
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 Interessante notar que este mesmo mecanismo qual seja, o retardo na remoção dos 
restos necróticos com aumento da fibrose poderia impedir o acesso do terminal motor no 
sítio sináptico juncional conforme anteriormente discutido. A ausência de células 
inflamatórias poderia também influenciar negativamente na capacidade regenerativa das 
fibras contribuindo para o decréscimo na população das mesmas. É sabido que as células 
inflamatórias preparam o microambiente produzindo fatores tróficos para a ativação das 
células satélites e conseqüente sucesso de regeneração muscular (Charge & Rudnicki, 
2004). A depleção induzida destas células e posterior envenenamento de B. asper causou 
redução significativa no número de fibras regeneradas (Teixeira et al., 2003).  
Trabalhos recentes tem demonstrado que a regeneração das fibras musculares 
esqueléticas não se faz somente às custas das células satélites. As células tronco 
hematopoiéticas também atuam na regeneração do tecido muscular. Em resposta à lesão e à 
inflamação das fibras musculares, elas se diferenciam em células miogênicas auxiliando no 
reparo do tecido muscular (Camargo et al., 2003; Corbel et al., 2003). Células da linhagem 
hematopoiética da medula participam em cerca de 13% do total de fibras regeneradas (La 
Barge & Blau, 2002). Dessa forma, as lesões vasculares poderiam contribuir negativamente  
impedindo o acesso das células tronco de origem hematopoiética para o local onde as fibras 
musculares foram atingidas pelo veneno.   
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7. CONCLUSÃO 
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Em resumo demonstramos que: 
 i) a perda da massa muscular que segue-se ao envenenamento  pelo  B. jararacussu 
deve-se  basicamente  à  diminuição da população  de fibras regeneradas e  
ii) as lesões axonais anteriormente descritas não são irreversíveis e portanto não 
contribui efetivamente para a perda da massa muscular. Entretanto a ausência de 
reinervação de algumas fibras regeneradas pode contribuir, discretamente para a perda da 
massa muscular.     
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Abstract 
Bothrops jararacussu snake venom produces myonecrosis and nerve degeneration. 
In this work, we investigated whether nerve lesions or impaired muscle regeneration 
contributed to the permanent loss of muscle mass, a long-term sequela of envenoming. The 
right soleus muscle of adult male mice was injected with B. jararacussu venom (80 µg) 
while the left muscle received only saline (control). The mice were killed after two and 
three months and the muscles were removed and processed for examination by transmission 
electron microscopy and light microscopy. Muscle regeneration was evaluated by counting 
the number of fibers with centrally located nuclei in hematoxylin-eosin stained cross-
sections. Although the nerve fibers, Schwann cells and neuromuscular junctions had 
regenerated in venom-treated muscle, the number of regenerated muscle fibers was 
significantly lower (p<0.05) than in the control (617 ± 48 versus 1,235 ± 97, respectively; 
mean ± S.E.M, n = 10). These results show that the loss of muscle mass was most likely 
related to a decrease in the ability of the muscle to regenerate rather than to nerve lesions. 
 
 
 
 
 
 
Key words: Bothrops jararacussu, muscular atrophy, muscle regeneration, snake venom 
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Introduction 
Myonecrosis is the most prominent short-term effect following envenoming by 
Bothrops jararacussu in South America, and the loss of muscle mass with a consequent 
muscle deficit is a common sequela (Milani et al., 1997; Ribeiro and Jorge, 1997; Jorge et 
al., 1999; da Silva et al., 2003). Myonecrosis results from direct damage of the muscle fiber 
membrane by the myotoxins bothropstoxins I and II (BthTX-I and BthTX-II). However, the 
loss of muscle mass can not be attributed to myonecrosis per se since ad integrum muscle 
regeneration has been observed after the injection of these myotoxins (Homsi-Brandeburgo 
et al., 1988; Gutiérrez et al., 1991; for a general review see Gutiérrez and Ownby, 2003 and 
Harris, 2003). 
Short-term observations have shown that B. jararacussu venom causes dramatic and 
extensive axonal and Schwann cell degeneration (Queiróz et al., 2002) suggest that the loss 
of muscle mass could possibly be related to the permanent damage of intramuscular 
nervous tissue. In this case, regenerated muscle fibers would remain denervated, resulting 
in muscular atrophy (Fu and Gordon, 1995). However, it is still not known whether the 
nerve lesions are irreversible and whether the axonal capacity for regeneration is lost after 
envenoming by B. jararacussu. 
A reduction in muscle mass could also result from a decrease in the number of 
muscle fibers, probably as a consequence of satellite cell death (Queiróz et al., 1984). 
However, there is complete muscle regeneration following envenoming by BthTX-I and 
BthTX-II, both of which produce myotoxicity similar to that of B. jararacussu venom and 
the causes of muscle mass loss remain unclear. 
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In this work we examined whether the loss of muscle mass caused by B. 
jararacussu venom was related to the lack of muscle fiber reinnervation following nerve 
lesions and/or to a decrease in the number of regenerated muscle fibers. A dramatic 
decrease in the number of regenerated fibers was seen after envenoming, suggesting that 
the loss of muscular mass was most likely related to a decrease in the ability of the muscle 
to regenerate rather than to nerve lesions. 
 
Material and methods 
Animals 
Adult male Swiss white mice (25-30 g) were supplied by the animal services unit of 
the State University of Campinas. The mice were maintained in the animal house of the 
Department of Anatomy and kept in conditions approved by the University at a constant 
temperature of 20 ±3°C on a 12 h light/dark cycle with access to food and water ad libitum.  
 
 Axonal regeneration and muscle fiber reinnervation 
 
Mice were deeply anesthetized with a mixture (1:1) of ketamine hydrochloride 
(Ketalar®, Parke Davies) and thiazine hydrochloride (Rompum®, Bayer) in sterile saline 
solution (2.5 ml/kg body weight, i.p). The right and left soleus muscles were exposed. 
Right soleus was injected with 80 µg of B. jararacussu venom diluted in 0.1 ml of 
physiological saline solution. The left soleus was injected with saline only. Injections were 
performed into the middle third of the muscle belly, a region with a high density of 
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neuromuscular junctions. The wound was closed in layers and the mice were allowed to 
recover with free access to water and food. After two (n=5) and three (n=5) months, the 
mice were again anesthetized, the chest was opened and an incision was made in the right 
atrium and apex of the left ventricle for intracardiac perfusion with 20 ml of fixative (1% 
paraformaldehyde and 3% glutaraldehyde in 0.07 M cacodylate buffer, pH 7.3-7.4, 
prepared freshly before use). Immediately after perfusion, 3 ml of the same fixative was 
injected deep into the belly of the soleus muscle and the muscles were then removed. 
Blocks (3-6) 2 mm long were taken from the middle third of the muscle. After immersion 
overnight in fixative, the material was post-fixed for 2 h in 0.1 ml of cacodylate buffer 
containing 1% osmium tetroxide, dehydrated in ethanol and propylene oxide and embedded 
in 502 Araldite resin (Polyscience, Warrington, USA). Ultrathin sections (60-70 nm) were 
stained with saturated uranyl acetate in 50% ethanol and with lead citrate and then 
examined and photographed with a Zeiss EM 10 electron microscope operated at 60 kV.  
 
Muscle regeneration  
Mice (n= 10) were deeply anesthetized and the right (venom) and left (saline) soleus 
muscles were injected with B. jararacussu venom as described above. Three months after 
the mice were again deeply anesthetized and perfused intracardiacally with formol-calcium 
fixative (40% formaldehyde; 10 ml-distilled water 90 ml- calcium acetate 1g). The right 
(injected) and left (control) soleus muscles were removed and fixed in formol-calcium 
fixative for 24 h. The muscles were processed for embedding in hydroxymethyl 
methacrylate. To obtain the largest cross-sectional area cross-sections (7 µm) were obtained 
from the middle part of the muscle belly and stained with hematoxylin and eosin. Five 
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sections 35µm apart were obtained from each muscle. Images of the entire cross-section 
were acquired using a 20X objective and a Sony CCD video-camera. The total number of 
muscle fibers was counted on a video-monitor. Comparisons of the number of muscle fibers 
in venom-injected and saline injected groups were done using Student’s t-test. 
 
Results 
Axonal regeneration and muscle fiber reinnervation 
Two months after inoculation of B. jararacussu venom, pre-terminal axons and 
intramuscular nerve bundles with a normal architecture were seen and contained small and 
large diameter regenerated nerve fibers and unmyelinated fibers delimited by Schwann 
cells (Fig. 1 A-B). At most of the end-plates viewed (n=50), the nerve terminals in the 
synaptic cleft were arranged in apposition to the post-synaptic sarcolemma. The post-
synaptic folds were few and shallow. Nerve terminals had a normal appearance, with 
abundant synaptic vesicles and were covered by the body or processes of Schwann cells. 
Many muscle fibers, however, were partially reinnervated and had more than one small 
motor terminal in the synaptic cleft and unoccupied postsynaptic membrane (n=10 
endplates; Fig.1-C). Regenerated muscle fibers contained central nuclei and well organized 
myofibrils that were separated by a sarcoplasm that was more abundant than normal and 
was rich in ribosomes, mitochondria and sarcoplasmic reticulum. By three months axonal 
regeneration was complete at intramuscular nerve bundles and synaptic cleft was occupied 
by motor terminal (n=50 endplates; Fig 2). 
 
 
74
 
Muscle regeneration 
Transverse sections of control soleus muscles revealed a slightly angular profile 
typical of normal muscle fibers. Muscle regeneration was complete three months after 
venom injection. At this point, the muscle fibers were identical to the controls, except that 
they showed centrally located nuclei and myofibrils that were separated by abundant 
sarcoplasm. The mean number of regenerated muscle fibers in venom-treated muscle (617 
± 48, n= 10) was significantly lower (p < 0,05) than that observed in saline-treated (control) 
soleus muscles (1,235 ± 97). 
 
Discussion 
 Short-term studies have shown axonal degeneration and Schwann cell damage in 
intramuscular nerve branches following the injection of B. jararacussu venom. These 
results suggested that a lack of axonal regeneration could lead to muscle atrophy and could 
contribute to the clinically observed loss of muscle mass (Ribeiro et al., 1995; Queiróz et 
al., 2002). As shown here, three months after venom injection, either the axons in 
intramuscular bundles had fully regenerated and most of the muscle fibers were totally 
innervated. Ultrastructural aspects of neuromuscular junctions were compatible with 
functional end-plates, as described in other experimental situations (Miledi , 1960; Harris, 
2003). The presence of interstitial fibrosis, which was previously postulated to hinder 
muscle reinnervation and lead to muscle fiber atrophy (Queiróz et al., 1984), apparently did 
not contribute to the loss of muscle mass. Thus, the nerve tissue lesions caused by B. 
jararacussu venom injection are reversible and do not contribute to the long-term loss of 
muscle mass after envenoming. 
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 The most striking finding here was that the total number of muscle fibers was 
significantly reduced after venom injection. Considering that i) satellite cells are 
remarkably resistant to snake toxins including myotoxins (Harris, 2003); ii) that 
Bothrops jararacussu venom induces vascular thrombosis (Queiróz et al., 1984) and iii) 
that thrombosis and ischemia have been implicated in the poor muscle fiber regeneration 
seen with some venoms (Gutiérrez and Recuvado, 2000; and Harris, 2003) we speculate 
that the decrease in the number of muscle fibers after B . jararacussu envenoming may 
be due to vascular lesions. 
 Ischemia following exposure to venom may hinder muscle regeneration 1) by 
preventing the adequate activation of satellite cells which depend on factors such as 
cytokines, chemokines and signaling molecules that are released by inflammatory cells 
(Cantini et al., 2002; Teixeira et al., 2003; for a general review see Charge and 
Rudnicki, 2004) and/or 2) by preventing the access of myogenic hematopoietic stem 
cells to the site of lesion, since in the presence of an intact microvasculature, 
hematopoietic stem cells can be transformed into mononucleate muscle stem cells 
(Ferrari et al., 1998; Camargo et al., 2003; Corbel et al., 2003). 
In conclusion, the loss of muscle mass caused by B. jararacusu venom is largely 
dependent on impaired muscle fiber regeneration rather than on nerve lesions. Vascular 
thrombosis and ischemia may contribute to the poor muscle regeneration, possibly because 
of the lack of inflammatory factors from pro-satellite cells and/or the inability of bone 
marrow-derived cells to reach the site of the lesion. 
 
76
 
 
Acknowledgements 
This work was supported by the Fundação de Amparo do Estado de São Paulo (FAPESP, 
grants 95/6110-2 and 01/00570-4). H.S.N. and M.J.M. are recipients of fellowships from 
Conselho Nacional de Pesquisas (300061/99-4; 301053/91-0). V.U.V. is recipient of a 
fellowship from Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior. We thank 
Prof. Stephen Hyslop, Departmento de Farmacologia, Faculdade de Medicina, 
Universidade Estadual de Campinas, for reviewing the manuscript and Prof. Sérgio 
Marangoni, Departamento de Bioquímica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de 
Campinas, for the venom. 
 
References 
 
Camargo, F. D., Green, R., Capetenaki, Y., Jackson, K. A., Goodell, M. A., 2003. Single 
hematopoietic stemm cells generate skeletal muscle through myeloid intemediates. Nat. 
Med. 9, 1520-1527. 
 
Cantini, M., Giurisato, E., Radu, C., Tiozzo, S., Pampinella, F., Senigaglia, D., Zaniolo, G., 
Mazzoleni, F., Vitiello, L., 2002. Macrophage secreted myogenic factors : a promising 
tool for greatly enhancing the proliferative capacity of myoblasts in vitro and in vivo. 
Neurol. Sci. 23, 189-194. 
 
77
 
Charge, S.B.P., Rudnicki, M.A., 2004. Cellular and molecular regulation of muscle 
regeneration. Physiol. Rev.  84, 209-238. 
 
Corbel, S.Y., Lee, A, Yi, L., Duenas J., Brazelton, T.R., Blau, H.M., Rossi, F.M.V., 2003. 
Contribution of hematopoietic stem cells to skeletal muscle. Nat. Med. 9, 1528-1532. 
 
da Silva, C. J., Jorge, M. T., Ribeiro, L.A., 2003. Epidemiology of snakebite in a central 
region of Brazil. Toxicon  41, 251-255. 
 
Ferrari, G., Angelis, G.C., Coletta, M., Paolucci, E., Stonaimolo, A, Cossu, G., Marilio, F., 
1998. Muscle regeneration by bone marrow derived myogenic progenitors. Science 
279, 1528-1530. 
 
Fu, S.Y., Gordon, T., 1995. Contributing factors to poor functional recovery after delayed 
nerve repair: prolonged denervation. J. Neurosci. 15, 3886-3895. 
 
Gutierrez, J.M., Recuvado, A., 2000. Snake venom metalloproteinases: their role in the 
pathogenesis of local tissue damage. Biochimie 82, 841-850. 
 
Gutiérrez, J.M., Ownby, C.L., 2003. Skeletal muscle degeneration induced by venom 
phospholipases A2: insights into the mechanisms of local and systemic myotoxicity. 
Toxicon 42, 915-931. 
 
78
 
Gutiérrez, J.M., Nunez, J., Diaz, C., Cintra, A.C.O., Homsi-Brandeburgo, M.I., Giglio, J.R., 
1991. Skeletal muscle degeneration and regeneration after injection of bothropstoxin-II, 
a phospholipase-A2 isolated from the venom of the snake Bothrops jararacussu. Exp. 
Mol. Pathol. 55, 217-229. 
 
Harris, J.B., 2003. Myotoxic phospholipases A2 and the regeneration of skeletal muscles.. 
Toxicon 42, 933-945. 
 
Homsi-Brandeburgo, M.I., Queiróz, L.S., Santo Neto, H., Rodrigues-Simioni, L., Giglio, 
J.R., 1988. Fractionation of Bothrops jararacussu snake venom: partial chemical 
characterization and biological activity of bothropstoxin. Toxicon 26, 615-627. 
 
Jorge, M.T., Ribeiro, L.A., O`Connell, J.L., 1999. Prognostic factors for amputation in the 
case of envenoming by snakes of the genus Bothrops (Viperidae). Ann. Trop. Med. 
Parasitol. 93, 401-408. 
 
Milani, R., Jorge, M.T., De Campos, F.P.F., Martins, F.P., Bousso, A., Cardoso, J.L.C., 
Ribeiro, L.A., Fan, H.W., Franca, F.O.S., Sano Martins, I.S., Cardoso, D., Fernandez, 
I.D.O.F, Fernandes, J.C., Aldred, V.L., Sandoval, M.P., Puorto, G., Theakston, R.D.G., 
Warrell, D.A., 1997. Snake bites by jararacuçu (Bothrops jararacussu): 
clinicopathological studies of 29 proven cases in São Paulo State, Brazil. Q. J. Med. 90, 
323-334. 
79
 
 
Miledi, R., 1960. Properties of regenerating neuromuscular synapses in the frog. J. 
Physiol. 154, 190-205. 
 
Queiróz, L.S., Santo Neto, H., Rodrigues-Simioni, L., Prado-Franceschi, J., 1984. Muscle 
necrosis and regeneration after envenomation by Bothrops  jararacussu snake venom. 
Toxicon  22, 339-346. 
 
Queiróz, L.S., Marques, M.J., Santo Neto, H., 2002. Acute local nerve lesions induced by 
Bothrops jararacussu  snake venom. Toxicon 40, 1483-1486. 
 
Ribeiro, L.A., Jorge, M.T., 1997. Acidentes por serpentes do gênero Bothrops: série de 
3139 casos. Rev. Soc. Brasil. Med. Trop. 30, 475-480. 
 
Ribeiro, L.A., Jorge, M.T., Ivirson, L.B., 1995. Epidemiologia dos acidentes por serpentes 
peçonhentas: estudo de casos atendidos em 1998. Rev. Saúde Pública 29, 380-388. 
 
Teixeira, C.P.F., Zamuner, S.R., Zuliani, J.P., Fernandes, C.M., Cruz-Hofling, M.A 
Fernandes, I., Chanves, F., Gutiérrez, J.M., 2003. Neutrophils do not contribute to local 
tissue damage, but play a role in skeletal muscle regeneration, in mice injected with 
Bothrops asper snake venom. Muscle Nerve 28, 449-459. 
 
 
80
 
Captions 
 
Figure 1. Electron micrographs of soleus muscle 2 two months after the inoculation of B. 
jararacussu venom. A illustrates intramuscular nerve bundle with regenerating myelinated 
(a) and unmyelinated (*) axons associated with Schwann cell (Sc). In B, a regenerating pre-
terminal axon. C shows a re-innervated neuromuscular junction: the presence of several 
axonal profiles (*) and the proximity of the Schwann cell nucleus (Sc) to the axonal 
terminals are in keeping with axonal regeneration. Note that only a few shallow post-
synaptic folds are present showing that this neuromuscular junction is on a regenerated 
muscle fiber. Scale bar in A-B, 9.36 µm; bar in C, 7.26 µm. 
 
Figure 2. Electron micrographs of soleus muscle 3 months after the inoculation of B. 
jararacussu venom. Intramuscular nerve bundles (A) showing regenerated myelinated (a) 
and unmyelinated (*) axons delimited by Schwann cells (Sc) and normal in appearance. 
Note thickness of myelin sheath, neurotubules and neurofilaments. In B an innervated 
neuromuscular junction showing nerve terminal (*) covered by Schwann cell process 
(arrows) with synaptic vesicles and postsynaptic membrane with junctional folds (arrow 
head). Scale bar in A, 12.06 µm and in B, 5.58 µm. 
 
 
 
